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論文内容要旨
研究目的
 造血幹細胞は造血微小環境下で骨髄ストローマ細胞と相互に作用しながら,絶えず増殖と自己
 再生を行っている。ストローマ細胞への接着が造血幹細胞の維持に必須だと考えられている一
 方で,接着は必ずしも必要ではないとする研究者もいる。そこで繊維芽細胞依存性に増殖する
 ヒト巨核芽球性白血病細胞株M-MOKを樹立し,M-MOKの増殖機構を解析するとともに,
 M-MOKの巨核芽球としての分化能を明らかにし巨核芽球の分化モデル作製を試みた。
 研究方法および結果
 A.HEL-O依存性M-MOKの増殖機構に関する検討
 (1)M-MOK細胞株の樹立とその性状:急性巨核芽球性白血病患者の再発時の骨髄単核球を使
 い,96穴プレートにて初期培養を始めた。しかし,継代維持は出来るものの増殖能は乏しかっ
 た。ヒト胎児肺由来繊維芽細胞のHEL-0を支持細胞として使用することにより,MMOKは
 HEL-0に接着しながら増殖しHEL-0依存性白血病細胞株M-MOKが樹立できた。M-MOK細
 胞の形態は不整で,大きな核と数個の核小体がみられ,細胞質には偽足様の突起があった。また,
 ミエロペルオキシダーゼ染色,エステラーゼ2重染色,PAS染色はすべて陰性であった。
 100nMのPMAで刺激すると細胞は大型化・多核化し,血小板ペルオキシダーゼ(PPO)が陰
 性から陽性になった。細胞表面マーカーはCDlla,CD13,CD18,CD33,CD34,CD41,CD42b,
 CD61,c-kitが陽性だった。
 (2)M-MOKの増殖への可溶性因子の検討:ヌクレオポアメンブレンを使ってM-MOKと
 HEL-Oの直接的接触を避けても,M-MOK細胞は増殖した。また,HEL-0の培養上清でも増殖
 した。種々の抗サイトカイン,抗接着分子抗体をM-MOKに添加すると,抗GM-CSF抗体のみ
 M-MOK細胞の増殖を抑制した。さらにRT-PCR法によりHEL-OがGM-CSFを産生すること
 が明らかになった。M-MOKは支持細胞がない状態で,GM-CSFまたはIL-3依存性に増殖した。
 (3)HEL-Oは抗GM-CSF抗体によるM-MOKの生存率を制御する:M-MOKのHEL-0依存性
 増殖と外因性GM-CSFによる増殖との相違を検討するために,抗GM-CSF抗体をそれぞれの系
 に添加した。どちらの系においてもM-MOKの生存率は低下したが,HEL-0との共培養の系で
 生存しているM-MOK細胞が多くみられた。
 B.GM-CSF依存性M-MOKの分化に関する検討
 M-MOKはPMAにより巨核球系への分化が誘導される。また,インドールカルバゾール系の
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 プロテインキナーゼ阻害剤であるK252aも,他の巨核芽球性白血病細胞株で分化を誘導するこ
 とが知られている。そこで実験系を単純化するためにGM-CSF依存性M-MOKを用い,以下の
 分化誘導実験を行った。
 (1)M-MOK細胞の増殖・形態に対するPMAまたはK252a刺激の影響:M-MOKをPMA
 (10nM),K252a(200nM),またはPMA+K252aで刺激すると,いずれの刺激にても細胞は日
 毎に死滅していった。PMA+K252a刺激の前後を倒立顕微鏡で比較すると,刺激後で細胞の大
 型化が著明だった。各刺激後サイトスピン標本で多核細胞の割合を調べると,多核細胞はPMA
 刺激で20%,K252a刺激で8%,PMA+K252a刺激で28%であった。PMA+K252a刺激後,
 DNA含有量をフローサイトメーターで検索すると,4Nの割合が増加し新たに8N,16Nの細胞
 も出現していた。
 (2)M-MOK細胞の表面マーカーに対するPMAまたはK252a刺激の影響:CD42bの発現を
 PMA,K252a,またはPMA+K252a刺激後時間経過で調べると,どの系でも時間経過と共に
 CD42bの発現が増強された。
 (3)PMA+K252a刺激後のGPlbαmRNAの発現量の推移:CD42bが認識するGPlbαを
 PMA+K252a刺激後,mRNAレベルで時間経過を追い検討した。M-MOK細胞はGPlbα
 mRNAを発現しており,刺激後24時間で発現量が約3.5倍に増加した。
結論
 急性巨核芽球性白血病患児の骨髄よりヒト白血病細胞株M-MOKを樹立し,その増殖機構を
 解析した。M-MOKはHEL-0依存性に増殖したが,HEL-O由来のGM-CSFが細胞増殖に必須
 の因子だった。HEL-0はM-MOKの生存維持に関与していることが推察された。また,M-
 MOKはPMAでもK252aでも巨核球系への分化が誘導され,PMA+K252a刺激で分化傾向が
 増強された。このM-MOKとHEL一〇の共培養系は,造血幹細胞とストローマとの相互作用を研
 究する上で有用なモデルになるものと思われた。
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 審査結果の要旨
 線維芽細胞依存性に増殖するヒト未分化巨核芽球性白血病細胞株,M-MOKを急性巨核芽球
 性白血病患児の骨髄血より樹立した。M-MOKの増殖はヒト胎児肺由来線維芽細胞,HEL-0に
 依存しており,HEL-0なしではM-MOKは数日の経過で死滅した。M-MOKの細胞表面マーカー
 はCDlla,CD13,CD18,CD33,CD34,CD41,CD42b,CD54,CD61,c-kitが陽性で,HL
 A-DR,グライコフォリンAは陰性であった。特殊染色ではミエロペルオキシダーゼ,エステ
 ラーゼ2重染色陰性で,血小板ペルオキシダーゼ反応(PPO)も陰性であった。しかし,12-O-
 tetradecanoylphorboi13-acetate(PMA)で刺激すると,PPO陽性となり形態学的にも大型化,
 多核化した。これらのことよりM-MOKは未分化な巨核芽球性白血病細胞株であると考えられ
 た。HEL-0依存性M-MOKの増殖機構として以下のことが明らかになった。(1)M-MOKはヌ
 クレオポアメンブレンを介したHEL-0との共培養系においても増殖可能であった。〔2)HEL-0
 の培養上清を添加することにより,支持細胞なしでもM-MOKは1ヵ月以上継代維持可能であっ
 た。(3)HEL-0上またはHEL-0培養上清でのM-MOKの増殖は,抗GM-CSF抗体(1μg/ml)
 でほぽ抑制された。(4)HEL-0細胞からGM-CSFmRNAが検出され,蛋白として培養上清中に
 分泌されていた。すなわち,M-MOKの増殖にはHEL-0由来のGM-CSFが重要な役割を担っ
 ており,HEL-0との接着はM-MOKの生存,維持に関与していることが推察された。このこ
 とを確認するために,支持細胞非存在下にGM-CSF依存性M-MOKの樹立を試みた。5ng/m1
 のGM-CSFを添加することにより,MMOK細胞は持続的に増殖し継代維持可能であった。限
 界希釈法によりクローニングし,GM-CSF依存性MMOKを樹立した。
 K252aは微生物由来のインドールカルバゾール系化合物で,プロテインキナーゼを阻害する。
 これをM-MOKに添加するとPMA刺激と同様に,CD42bの発現が増強し巨核球系細胞に分化
 した。さらにPMAとK252aを組み合わせて刺激すると,細胞の大型化・多核化の比率が単独
 刺激よりも増加した。従ってM-MOKはPMAでもK252aでも巨核球系への分化誘導が可能で
 あり,プロテインキナーゼCを介する経路のみではM-MOKの分化を説明できなかった。
 以上より,1)線維芽細胞依存性ヒトM-MOKは未分化な巨核芽球性白血病細胞株であること,
 2)支持細胞依存性ヒトM-MOKの増殖は線維芽細胞由来GM-CSFによること,3)MMOKは
 PMAやK252aにより巨核芽球系細胞に分化誘導可能であること,が明らかとなった。細胞株
 樹立と合わせてこれらの成果は,十分に学位に値するものと思われた。
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